Introduction
O���o����o��� (ON) �� � p���o�o����� p�o���� ���� p���o��-������ ��p���� ��� f��o��� ���� ��� ��������� p�o������� �o ��� f������� of ��� ��b��o����� bo��, ��� �o���p�� of ��� f��o��� ���� ���f��� ��� ��� ���������o� of ��� ��p jo���. A���o��� ��� ���o�o�� of ON ��� b��� �����b���� �o � ���b�� of f���o��, ����o�o����o�� (GC) ������������o� �� ��� p�����-po���� ��������� f���o� �o�� �o��o��� ���o������ w��� ��� �����op���� of ON. Co�p�o����� ����������� ��� bo�� �������� ��p������ ��� �������o��� ���o�o����� b��k��o��� of ON. I� w�� ���� �����z�� ���� o���ob���� ��� o���o���� �pop�o���, b�� �o� �o�p�o����� �����������, �� ��� p������ ���o�o�� of GC-������� ON (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) . I� ������o�, ��� �xp�����o� of �������� ���o������� ��ow�� f���o� (VEGF), � k�� �������o� ���� �o�p��� ����o�������, bo�� fo�����o� ��� ��p���, ������� ���o�p����� b� ��� �������� of o���ob����� ��� o���o����� �pop�o��� (13) . A��o, ��� �o�p�o����� �xp�����o� of VEGF ��� b��� fo��� �o ��p��� ��� bo�� ����������o� �� ��� ����o��� zo��� of ��� f��o��� ���� (14) . O� ��� b���� of ��� �bo�� �o���������o��, ��pp�����o� of ��� �pop�o��� of ��� o���ob���� ��� o���o����� ��� ���������o� of ��� �xp�����o� of VEGF �o��� b� �wo �ff������ �����p�� �� p��������� ��� GC-������� ON of ��� f��o��� ����.
E�����opo����� (EPO) �� � p���o��op�� ���ok��� o��������� identified for its role in erythropoiesis (15) . Accumulating �������� ��� ��������� ���� ������opo����� �x���� ����-�pop�o��� ��� ������-p�o������� �ff���� �� � ������� of ����� ��������, ���� �� ��o������� ��f�����o� (16) (17) (18) , ���b���� �������� (19) , �p���� �o�� ��j��� (20) (21) (22) , ��������-��p��f���o� (I/R)-������� k����� ��j��� (23) ��� ����� ���� ��j��� (24, 25) . G�����o et al ��po���� ���� ���o�b����� ����� EPO (���EPO) ��� b� �� �ff������ �����p����� �pp�o��� fo� ��p�o���� �������� o���o��� b� ��������� ��� wo��� �o����� of �������� ���o������� ��ow�� f���o� (VEGF) fo��ow��� ������� ��j��� (26) . R�z����� et al ���o ���o�������� ���� ��� p������o�o����� ����p�����o� of �������� ������o������o�� ������ w��� 3 ��p������� �o��� of EPO (500 IU/k�) �p ��������� ������b�� ������ ox��� �������� (�NOS) ��� VEGF �xp�����o�, ��� ������� �pop�o��� ���� death and inflammation in the absence of any hematopoietic �ff��� (27 Immunoblot analysis. F��o��� ����� ��������� f�o� ��� p�ox���� o��-����� of ��� f���� ���k w��� pow����� �� ��q��� ����o��� b� ���� �������, fo��ow�� b� �o�o����z�-��o� o� ���-�o�� ����o�����op����p�����o� (RIPA, B��o���� I�������� of B�o�����o�o��, B��j���, C����) b�ff�� �o�������� phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF, Beyotime Institute of B�o�����o�o��) ��� � �o�k���� of p�o����� ����b��o�� (Co�p����, EDTA-f���; Ro��� D����o�����). Fo��ow��� �o������o�, ��� samples were centrifuged twice at 14000 rpm at 4˚C for 10 ��� �o ���o�� ���� ��b���, ������ ��� ����� p�����������. T�� ��p�������� �o�������� ��� ���o�o��� p�o���� f�����o� w�� ���� �o�������. A q������ �o���� of 5X �o����� b�ff�� w�� ����� and boiled at 95˚C for 5 min then stored at -20˚C until elec��op�o�����. P�o����� w��� ��p������ b� 10% �o���� �o����� ���f��� po������������ ��� ������op�o����� ��� �����f����� onto polyvinylidene difluoride membranes (Millipore Corp., B��fo��, MA, USA). Af��� b���� b�o�k�� w��� 2% bo���� ����� ��b���� (Ro��� D����o�����), ��� ���b����� w��� incubated at 4˚C overnight with rabbit anti-caspase-3 or anti-VEGF ����bo�� (1:500, S���� C��z B�o�����o�o��, S���� C��z, CA, USA) o� ��bb�� ����-GAPDH ����bo�� (1:500, S���� C��z B�o�����o�o��) �� p������ ����bo����, fo��ow�� b� ����b���o� w��� p��ox�����-�o�j������ ���o����� ����bo���� (1:2000, Jackson Laboratories, West Grove, PA, USA) at 25˚C fo� 1 �. T�� p�o����� o� ��� ���b����� w��� �������z�� ����� �� ECL p��� �������o� k�� (A������� P�������� B�o����, B��k�����������, UK), �xpo��� �o Ko��k X-��� f��� ��� p�o������ ����� � �������. T�� op����� ������� of ��� b���� w�� �����z�� ����� I����-P�o P��� 6.0 �of�w���. T�� �xp���-��o� of ���p���-3 ��� VEGF w�� ���� �o�����z�� �o GAPDH.
Statistical analysis. D��� ��� p�������� �� ��� ����� ± ����-���� ���o� of ��� ���� (SEM). S���������� �������� w�� p��fo���� ����� SPSS 13.0 �of�w��� (SPSS I��., C�����o, IL, USA). O��-w�� �������� of �������� (ANOVA) w��� T��k��'� po�� �o� ���� w�� ���� �o �x����� ��ff������� b��w��� ��o�p�. Statistical differences were considered significant when the P-����� w�� <0.05.
Results

EPO administration does not affect body weight, red blood cell (RBC) count, hemoglobin and hematocrit levels in rats.
No ���������� ������ �ook p���� ������ ��� �xp�������. T�� bo�� w����� of ��� ������� �� bo�� ��o�p� ��������� �������� ������ ��� 1�� w��k (w��k, -1), ��� ������f��� ��������� f�o� weeks 0 to 4. There were no significant differences between the bo�� w����� of ��� ������� �� ��� 2 ��o�p� ������ ��� w�o�� �xp��������� p���o� (F��. 2). B�oo� �������� ��� �o� ������ � significantly higher RBC count in the ���EPO-������� ������� w��� �o�p���� w��� ��� �o���o��. A�����o�����, ��� ������ of ���o��ob�� ��� �����o���� ���p����� � ������� ����� (F��. 3), as the statistical analysis revealed no significant differences b��w��� ��� ��o�p�. T���� ���� �������� ���� ��� �pp�op����� �o�� of EPO �o�� �o� �ff��� bo�� w����� ��� b�oo� �o�po-����� �� ����.
EPO administration decreases the plasma concentration of triglycerides and total cholesterol in rats. W� ���� �x������ ��� �o���������o�� of ������������� ��� �o��� ��o������o� �� p����. A� ��ow� �� F��. 4, ��� p����� ������ of ������������� �� ��� EPO ��o�p w��� �ow�� ���� ��o�� �� ��� �o���o� ��o�p. No��b��, � �����f����� ��ff������ w�� ob������ o� w��k 2 (P<0.05). T�� ����� of �o��� ��o������o� �� ��� p����� �� ��� EPO group was also significantly lower than that in the control ��o�p o� w��k 2. T���� ������� ������� ���� ��� �pp�op����� �o���� of EPO ������� ��� p����� �o���������o� of ���������-���� ��� �o��� ��o������o� ������ ��� ����� ������ of ON.
EPO administration improves histological performance and reduces the incidence of ON in rats. T�� p������� of ��ff��� ��� ��p�� ������� o� p�k�o��� ������ of o���o����� �� ��� bo�� ���b������, ���o�p����� b� ����o������ bo�� ����ow cell necrosis, is defined as ON. To assess the ON lesions in the �o���o� ��� EPO ��o�p�, w� p��fo���� ������ox���� ��� �o��� �������� �o ��������� ��� ����o�o����� ��������������� (F��. 5). O� w��k 0, ��� ����o��� bo�� ���b������ ��ow�� p�k�o��� ������ of o���o����� ��� ��p�� ������� ���o�p����� b� ��� ���o�-����� ��� ����o��� of bo�� ����ow (F��. 5A ��� B). O� w��k 2, ��� ����o��� bo�� ���b������ ���o ��ow�� p�k�o��� ������ ��� ��p�� �������, w���� ��� ���b��� of ��p�� ������� ���k���� increased ( Fig. 5C and D) . Additionally, the fibrous tissue was fo��� �o ���������� �� ��� ��������� �p��� (F��. 5C ��� D).
O� w��k 4, ��� ����o��� bo�� ���b������ ��ow�� f������ ��p�� ������� ��� ��� p������� of ���� ������ �� ��� ��������� �p��� 
Trabecular bone volume fraction and trabecular thickness increases upon EPO administration.
To ������ ��� ����o-���������� ������������ of ��� ���b������ bo��, w� ����o����� 4 �������o��, ��������� bo�� �o���� f�����o�, ���b������ ����k����, ���b������ ���b�� ��� ���b������ ��p�����o�, �� described in Materials and methods. No significant difference w�� ob������ �� ������� ��� 4 �������o�� b��w��� ��� 2 ��o�p� o� w��k� 0 ��� 2. Of �o��, ��� ���b������ bo�� �o���� f���-��o� ��� ���b������ ����k���� �� ��� EPO ��o�p ��������� with statistical significance on week 4 (P= 0.006 and P= 0.023; Fig. 6A and B) . However, there were no significant differences ob������ �� ���b������ ���b�� ��� ���b������ ��p�����o� b��w��� ��� 2 ��o�p� (F��. 6C ��� D).
EPO administration inhibits apoptosis in the ON zone.
To ��������� w������ ��� ������������o� of EPO �ff���� �pop-�o��� �� ��� ���b������ bo�� of ��� f��o��� ����, w� �o������� TUNEL ������ ��� fo��� ���� po�������� ������� ����� w��� �������� �� ��� ON zo��� �� bo�� ��o�p�, ����o��� ��� ���b�� of TUNEL-po������ ����� ������ �� ��ff����� ���� po���� (F��. 7A-F). A�����o�����, ��������� w��� EPO �������� �� ���� apoptotic cells/high-power field, which was further confirmed by quantitative analysis showing a significantly lower apop�o��� ����x �� ��� EPO ��o�p �o�p���� w��� ��� �o���o� ��o�p �� ��� ��� 3 ���� po���� (P<0.05; F��. 7G). T���� ���� �������� ���� ��� ������������o� of EPO p�o����� ��� ���b������ bo�� ����� f�o� �pop�o���.
EPO administration reduces caspase-3 and increases VEGF levels.
To f������ �o��o������ o�� p����o�� ob�������o��, w� p��fo���� �����ob�o� �������� �o ������ ��� �xp�����o�� of ���p���-3, �� �������o� of �pop�o���, �� w��� �� ��� ������ of VEGF. I�����, ��� �xp�����o� of ���p���-3 w����� ��� T�b�� I. I�������� of o���o����o��� (%). (5) . A������������, ��f�����o�, �� w��� �� ox���� ��� �������� ��p������o� ������ b� � ����-�o�� ������������o� of GC� �������b�� ���� �o ��� �pop�o��� of o���ob����� ��� o���o����� (7) . T�� ��������o� of ���p���-3, � �o��o� �ow������� �ff���o� of �pop�o��� ��������� p���w���, ��������� ��� ���o������� of ������ ��� �������� ����������, �� ob������ �� ��� GC-������� �pop-�o��� of o���ob����� ��� o���o����� (38, 39) . Co�������� w��� ��� ���� f�o� o���� ������� (40, 41) , w� ���o ���o�������� ���� GC �������� �pop�o���, �� w��� �� ���p���-3 �xp�����o� �� ���b������ bo�� �� � ����-��p������ ������ (F���. 7 ��� 8A). How����, ��� �������� ������ of �pop�o��� ��� ���p���-3 expression were significantly repressed in response to EPO ������������o� (F���. 7 ��� 8A). How����, �� ������� �o b� ���������� w������ ���p���-3 �xp�����o� �� ��������� �o ��� �pop�o��� ob������ �� ��� ON zo�� ��� w������ ���p���-3 �� � ������ ������ of EPO. O�� ������� ���o������� ���� ��� �pp�op����� �o�� of EPO �x���� ����-�pop�o��� �ff���� o� GC-������� ON.
G�o�p
A ���b�� of of ������� ���� ��������� ���� GC ��p���� ����o������� ��� o���o������� b� ��pp������� ��� p�o�����o� of VEGF �� ��� f��o��� ���� �� GC-������� ON (13, (42) (43) (44) (45) (46) . I� ��� b��� ��po���� ���� GC� ��pp���� ����o������� �� f���� �����������, �� w��� �� ��pox��-������b�� f���o�-1α ��������p-��o� ��� VEGF p�o�����o� �� o���ob����� ��� o���o����� (13) . O���ob����� ������� f�o� f��o��� ����� ���� b��� ��ow� �o �x��b�� � �������� �� VEGF �xp�����o� w����� 24 � of ����b�-��o� w��� GC� (43) . F�������o��, �� �� ��k��� ���� VEGF ��� ��� ����p�o�� p��� ����� �o��� �o�p���� o���o����� ��� ����o-����� p�o������ �� ����� bo�� ������ ���o������ ��� ��p��� p�o������ (47) . I� �� in vivo �o��� of ON, ��bb��� ������� w��� ��po����o� p��� �����o�o����o��op�� �o��o�� (ACTH) fo� 1 �o��� ���p����� f�w�� ����� of ���b������ ����o��� ��� �� ��������� �xp�����o� of VEGF �� �o�p����o� �o ������� ������� w��� ��� ����o��, ��po����o�, ��o�� (48) . I� ��� p������ �����, �����ob�o� �������� �������� �� �������� VEGF �xp�����o� �� ��� ON zo�� �� ��� ��o�p ������������ EPO (F��. 8B). Mo��o���, � ������ VEGF �xp�����o� w�� ������� ���o�p����� w��� � b����� ����o�o����� p��fo������ ��� � ������ ���b������ bo�� �o���� f�����o� of ��� f��o��� ���� (F���. 5 ��� 6). T�k�� �o������, ��� ���� f�o� o�� ����� ������� ���� ��� ������������o� of EPO �x���� ����o����� ��� o���o����� �ff���� �� ON ���o��� � VEGF-������� ���������.
I� �o������o�, ��� p������ ����� ���o�������� ���� ��� ������������o� of EPO �x���� p�o������ p�o������� �ff���� ������� GC-������� ON of ��� f��o��� ���� �� ���� b� ����b����� ��� �pop�o��� of o���ob����� ��� o���o����� ��� ���������� ��� �xp�����o� of VEGF. F������ �����������o�� of ��� �o������� b���� of EPO-�������� ����-�pop�o��� ��� ����������o� �� ON ��� ��q����� �� o���� �o �����op �o��� ���������� fo� ��� p�����-��o� ��� ��������� of GC-������� ON.
